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Nouveau promoteur de M. Paratuberculosls. Son utilisation pour le clonage et I'expresslon de sequ nces 
nucleotldlques. 



Ilques 

(si) L'inventlon conceme une sequence nucleotidique de 
firparatubenculosis (Mptb), caracteris6e en cequ'elle com- 
prend une sequence d'ADN comprenant: 

a) la sequence nucleotidique de 716pb (Pstl/BamHI), ou 
une partle de cette sequence, 

b) une sequence hybridant avec la sequence com pig- 
mental re de la sequence a). 

Utilisation pour I'expresslon de sequences d'acide nucldi- 
que dans un hdte cellulaire. 
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Nouv lie s'cro nc de M. paratub rculosis. 

Son utilisati n pour 1 clonacr t 

1* expression de sequences nucleotidiques 

L 1 invention a pour objet une sequence 
nucleotidique permettant de doner ou d f exprimer des 
enchainements nucleotidiques dans un h6te cellulaire 
d6termin6. 

Une sequence nucleotidique de 1> invention peut 
etre obtenue & partir de Mycobacterium 
paratuberculosis . 

Parmi les mycobacterias , on connait 

particulierement certaines souches et par exemple le 
bacille Calmette et Guerin (BCG) , qui est une souche 
avirulente de Mycobacterium bovis largement utilisee 
dans le cadre de la vaccination contre la tuberculosa 
dans le monde. Ses caracteristiques biologiques en font 
un candidat int^ressant pour le developpement de 
vaccins recombinants. La paroi cellulaire fonctionne 
come un adjuvant tres efficace et une seule 
inoculation peut declencher une immunite de longue 
duree. Les effets secondaires graves dus a ce bacille 
sont rares meme lors d 1 immunisations repetees. 

L' induction d'une immunite specif ique , suivant la 
vaccination par le BCG est initiee lorsque des cellules 
T interagissent avec des macrophages presentant des 
antigenes de mycobacteries en association avec les 
produits du complexe majeur d , histocompatibilite 
(abr^viation CMH) . Les clones de cellules T 
sensibilisees proliferent et produisent des lymphokines 
qui activent en retour les macrophages pour eliminer de 
fagon non specif ique les bacilles. En outre des 
cellules T auxiliaires induisent la proliferation de 
clones de cellules B conduisant a la production 
d'anticorps. 
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Des tentatives ont deja ete faites pour effectuer 
le clonage et 1* expression de gen s heterologues dans 
le BCG, notamment en utilisant les connaissances 
disponibles sur les vecteurs replicatifs ou 
integratifs. Ainsi un Epitope de la proteine gag de 
HIV-1 a 6te clone sous forme d»un polypeptide de fusion 
avec l«antig6ne a, cet antigene etant une des proteines 
majeures exportees par des mycobacteries , notamment le 
BCG ou Mycobacterium Kansasii e t des genes de 
resistance a des antibiotiques ont ete exprimes sous le 
contrdle de leur propre region de regulation. Afin 
d'optimiser 1» expression d«antigenes heterologues dans 
des recombinants BCG, les inventeurs ont orients leurs 
recherches vers la caracterisation des unites de 
regulation de genes, fonctionnelles dans les 
mycobacteries . 

Les inventeurs ont ainsi decrit l»isolement et la 
caracterisation a partir de Mycobacterium 
paratub erculosis de sequences nucieotidiques permettant 
1» expression d 'acides nucieiques donnes chez les 
mycobacteries ou chez d f autres hotes cellulaires. 

On entend par acide nucleique, toute sequence de 
nucleotides susceptible d'etre clonee et/ou exprimee, 
quelle que soit sa composition, sa longueur, ou son 
origine (obtenue par extraction ou synthetique) . 

Differents travaux ont ete effectues a partir de 
M . paratuberculos is (designe egalement dans la suite 
par Mptb ) et Green et al (Nucleic Acids Research Vol. 
17 (22) 1989, pages 9063-9072) ont en particulier 
caracterise et sequence un element d» insertion de cette 
mycobacterie, element qui a ete appeie IS900. Selon 
Green et al, cet element d 1 insertion contient une phase 
ouverte de lecture, appeiee ORF1197 codant pour une 
protein de 399 acides amines. 
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Les inventeurs ont recherche des sequences 
specif igues de l'esp^ce Mycobacterium paratuberculosis , 
par criblage d'une banque genomique lambda gtll en 
effectuant des tests d 1 hybridation avec 1 1 ADN de 
souches d'autres mycobact£ries en particulier de 
M. phlei d^crit dans Murray A. et al New Zeland, 
Veterinary Journal 37: 47-50. A cette occasion, ils se 
sont intdressds k une sequence d'ADSf sp6cifique r qui 
contenait un fragment adjacent a 1« element IS900 decrit 
par Green et al. 

lis ont determine la presence d'une sequence 
adjacente a la partie 5* de la sequence inverse 
complement aire de la phase ouverte de lecture codant 
pour une transposase potentielle et contenue sur 
l 1 element d f insertion IS900 ; cette nouvelle sequence 
est susceptible d 1 avoir des fonctions promoteur et de 
contenir des signaux importants pour la regulation de 
la transcription et de la traduction. 

Une sequence nucleotidique selon 1« invention 
utilisable pour le clonage et/ou 1" expression d'un 
acide nucleique est caracterisee en ce qu'elle comprend 
une sequence (I) , choisie parmi : 

a) la sequence representee & la figure 2 ou toute 
partie de cette sequence susceptible d"intervenir 
dans l 1 expression d'un acide nucleique qui serait 
place sous son contrdle, 

b) une sequence hybridant avec la sequence 
complementaire de la sequence a) dans des 
conditions donnees ci-dessous. 

Une partie de la sequence I interessante dans le 
cadre de I 1 invention, peut etre d£finie en realisant un 
test tel que le suivant: une partie d£terminee de la 
sequence I est clonee en amont d • un vecteur de 
reconnaissanc de promoteur et d signaux de 
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traduction, contenant par exemple le gene de la /3- 
galactosidase, depourvu de son promoteur et de ses huit 
premiers acides amines. 

Les conditions de realisation du test peuvent etre 
etablies sur la base de la description correspondant 
aux constructions des figures 7 & 9. Une partie ainsi 
testae de la sequence I, interessante dans le cadre de 
1» invention conduit a la synthase d'une proteine ayant 
une activity /3-galactosidase chez differents hotes 
cellulaires r par exemple les actynomycfrtes . 

Une premiere sequence nucleotidique 

particulierement avantageuse selon 1» invention, 
utilisable pour le clonage et/ou 1» expression d'un 
acide nucleique est la sequence (II), caracteris^e en 
ce qu»elle comprend ; 

a) la sequence nucleotidique suivante ou toute partie 
de cette sequence contenant notamment le site 
d« initiation de la transcription (position +1) et 
des elements necessaires a la reconnaissance et a 
la fixation des ARN polymerases d'un hote 
cellulaire d6termin6 qui serait transform^ par 
cette sequence, ces elements comprenant en 
particulier les sequences [TAC ACT] en position 
-10 par rapport au site d 1 initiation de 
transcription et [TC GAC A] en position -35 par 
rapport & ce site : 

GAT CCC GTG ACA AGG CCG AAG AGC CCG CGA CCG TGC GGT CGT 

CGA CGA CCG AGT GTG AGC AGA CCC CCT GGT GAA GGG TGA ATC 

+1 

GAC AGG TAC ACA CAG CCG CCA TAC ACT TCG CTT CAT GCC CTT 
ACG GGG GGC GGC CAA CCC AGA AGG AGA TTC TCA 
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b) une sequence hybridant avec la sequence 
compl 'mentaire de la sequence a) dans des 
conditions donnees ci-dessous. 

Les conditions d 1 hybridation dont 11 est question 
ci-dessus peuvent dtre decrites comme suit : 

On utilise par exemple une sonde determinee a 
partir de la sequence avec laquelle on souhaite tester 
I 1 hybridation, marquee au (10 6 cpm/ml) que l'on met 
en contact avec la sequence testSe pendant 16 heures & 
65 °C dans une solution d 1 hybridation (formamide 50%, 
5 x SSFE, DNA de sperme de saumon 200 /*g/ml et 10 x 
Denhart) . Les membranes sur lesquelles est r£alis£e 
1 1 hybridation sont ensuite lavees deux fois pendant 30 
minutes avec une solution 1SSC, 0,1% SDS a tem^rature 
ambiante (20 °C) puis lavees deux fois avec 0,1SSC, 0,1% 
SDS pendant 30 minutes a 65 *C. 
Composition de 5 x SSPE : 
NaCl : 900 mM 

NaH 2 P0 4 s 450 mM 

Na 2 EDTA : 5 mM 



Le nucleotide A marque +1 correspond k un site 
d' initiation de transcription determine dans le cadre 
de 1' invention et la sequence nucleotidique en amont de 
ce site comporte des 616ments de reconnaissance et de 
fixation pour des ARN polymerases d'hdtes cellulaires 
(regions -35 et -10) chez lesquels la sequenc est 



pH 

Denhart : 
ficoll 

polyvinylpyrrolidone 
BSA (Pentex fraction V) 
0,1 x SSC : 
NaCl 

Na 3 citrate 



7,4 



2,5 g/1 
2,5 g/1 
2,5 g/1 



0,1% 



15 mM 
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susceptible d'etre utilisee comme promoteur pour le 
clonage ou 1» expression de sequences d'acides 
nucl6iques determinees, Les regions -35 et -10 sont 
localisees par rapport au site +1. 

Les sequences ci-dessus (sequence I et II) 
contiennent la sequence minimum n£cessaire a 
I 1 initiation de la transcription definie ci-dessus 
ainsi que des fragments en amont et en aval de cette 
sequence, susceptibles de jouer un role dans la 
regulation de la transcription et/ou de 1' expression. 
Par exemple ces sequences comportent un enchainement de 
type sequence Shine Dalgarno [A AGG AG] , intervenant 
dans la fixation du ribosome. 

Une autre sequence nucleotidique susceptible de 
permettre 1* expression dans un hote cellulaire, d»un 
enchainement nucleotidique est selon l 1 invention 
caracteris6e en ce quelle comprend une sequence d 1 ADN 
(III) choisie parmi : 

a) la sequence nucleotidique suivante : 

+1 

TC GAC AGG TAC ACA CAG CCG CCA TAC ACT TCG CTT CA 

b) une sequence hybridant avec la sequence 
complementaire de la sequence a) dans des 
conditions ci-dessous, 

c) toute partie de cette sequence intervenant dans 
I'activite de transcription d f un acide nucldique. 

La sequence designee sous b) definie par sa 
capacite d* hybridation avec I, II ou III donne dans 
chaque cas les variants de la sequence de 1" invention 
qui tout en etant modifies au niveau d'un ou plusieurs 
nucleotides conservent les proprietes des sequences I, 
II ou III de 1» invention dans la transcription d»un 
acide nucl6ique. Les modifications susceptibles d'etre 
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introduites au niv au de variants sont par exemple des 
substitutions, des insertions, des deletions ou des 
inversions de nucleotides. 

La sequence nucleotidique comprenant une des 
sequences I, II ou III ou un variant de I, II ou III, 
contient un enchainement nucleotidique pouvant 
fonctionner comme promoteur pour l 1 expression de 
sequences donnees d'acide nucieique. 

Les sequences nucleotidiques de !• invention 
peuvent etre aussi designees dans la suite par 
1 * expression "sequence contenant le promoteur" 
lorsqu'elles contiennent 1 1 enchainement III. 

Le cas ech£ant, la sequence III peut etre mise en 
oeuvre avec un fragment de la sequence I qui ne lui est 
pas necessairement adjacent dans 1 1 enchainement I mais 
qui est susceptible d 1 intervenir avec I pour 
I 1 expression d'un acide nucieique donne. 

Les susdites sequences peuvent etre obtenues par 
extraction, purification a partir de 1 1 ADN de 
M. paratuberculosis ou par synthese chimique. 

Selon un autre mode de realisation de l 1 invention, 
tout variant d'une sequence nucleotidique comprenant 
les enchainements I, II ou III ci-dessus decrits peut 
etre defini par le fait qu'il conserve les proprietes 
fonctionnelles des enchainements I, II ou III et 
notamment leur aptitude a remplir les fonctions de 
promoteur lors de la transcription de sequences 
nucleotidiques au sein d f un h6te donne. 

Les elements de la sequence nucleotidique I ou de 
la sequence II qui encadrent la sequence III peuvent 
etre deletes au moins en partie et eventuellement 
substitues. Par exemple la sequence comprise entre les 
positions des nucleotides +2 et +41 par rapport au site 
d' initiation de transcription peut etre remplacee pour 
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tout ou partie, par une sequence exogene par rapport a 
la sequence pr6sente naturellement en aval de la 
sequence III chez Mptb , cette sequence exogene 
comportant une sequence de Shine Dalgarno susceptible 
d*atre reconnue par le ribosome chez un bote d6termin6. 

A titre d'exemple cette sequence comprise entre 
les positions +2 et +41 peut etre remplacde par une 
sequence exog&ne d'origine bacterienne, par exemple de 
E.coli comportant une sequence de Shine Dalgarno. 

L 1 invention vise aussi l'utilisation de toute 
partie de la sequence I ou II en dehors des regions -35 
et -10 ou de la sequence de Shine Dalgarno (SD) , 
susceptible d'intervenir dans la transcription ou la 
traduction d^n acide nucleique donne. 

L 1 invention vise egalement une sequence 
nucleotidique recombinante, caract£risee en ce qu'elle 
comprend une sequence nucleotidique telle que definie 
plus haut et au moins une sequence d 1 acide nucleique, 
dont on souhaite obtenir le clonage et/ou 1» expression 
dans un hote cellulaire determine, sous le controle de 
ce promoteur. 

Cette sequence peut etre une sequence codant pour 
un peptide de Mptb , ou une sequence heterologue codant 
pour un peptide ou un polypeptide d«origine differente. 

Une sequence d 1 acide nucleique est consideree 
comme sequence hdterologue, dfes lors qu'elle ne 
correspond pas a la sequence naturellement adjacente 
aux sequences I ou II chez Mptb , une partie de cette 
sequence naturellement adjacente correspondant a 
l'enchainement de 716 bp represents a la figure 2. 

Les moyens de l 1 invention peuvent done etre mis en 
oeuvre pour l 1 expression dans un hote cellulaire 
different de Mptb / d«une sequence d 1 acide nucleique 
codant pour un peptide ou un polypeptide de Mptb , sous 
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le controle de la sequence nucleotidique de 
1» invention. 

La sequence recombinante peut dtre utilis6e a la 
fois pour doner une sequence codante dans un hote 
determine par exemple dans une bacterie telle que 
E.coli et ensuite transferer cette sequence pour 
I'exprimer dans un hote different par exemple chez un 
Actinomyc&te et notamment chez une souche de 
mycobact€rie, en particulier une souche BC6* 

L 1 invention peut etre mise en oeuvre pour doner 
ou exprimer tout type de sequences d'acides nucleiques 
et en particulier des sequences codant pour des 
peptides, polypeptides ou proteines (cet ensemble 
pouvant etre designe par 1 f expression polypeptide) 
ayant un caractere antig6nique. 

L 1 invention a par exemple pour objet une sequence 
recombinante particuliere repondant & la definition 
pr£cedente, caracterisee en ce qu v au mo ins une sequence 
d'acide nucleique placee sous le controle d'une 
sequence nucleotidique de I 1 invention I, II ou II 
definie ci-dessus, code pour un peptide ou un 
polypeptide immunogene ou susceptible d'etre rendu 
immunogene. 

A titre d» exemple une sequence d f acide nucleique a 
exprimer, incorpor^e a la sequence recombinante de 
1' invention peut £tre une sequence caracteristique d'un 
organisme pathogene. Des agents pathogenes sont par 
exemple des virus, des parasites, des bacteries. On 
cite notamment M. leprae , M, tuberculosis a M. 
intracellulare , M. africanum , H. avium , les sporozoxtes 
et les m^rozoites de Plasmodium, les bacilles 
responsables de la diphterie, du tetanos, Leishmania, 
Salmonella, certains treponemes, la toxine de pertussis 
et d'autres micro-organismes pathogenes et viraux 
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notamment le virus des oreillons, de la rub6ole, de 
1 "herpes , d» influenza, de Schistosoma, de Shigella, de 
Neisseria, de Borrelia, le virus de la rage, de la 
polio, de 1 "hepatite, du SIDA HIV, HTLV-I, HTLV-II et 
SIV ainsi que des virus oncogenes. 

La sequence d'acide nucleique a exprimer peut 
aussi coder pour une sequence immunogene par exemple de 
venin de serpent ou d'insecte. 

La sequence nucl6otidique recombinante peut ainsi 
contenir sous le controle de la meme sequence 
nucleotidique de 1* invention plusieurs sequences 
codantes d» antigenes, le cas Scheant caracteristiques 
d » organismes dif f erents . 

De preference l 1 invention vise une sequence 
recombinante caracteris6e en ce que la sequence d'acide 
nucldique a exprimer code pour un peptide ou un 
polypeptide d'un retrovirus HIV, par exemple un peptide 
ou un polypeptide d*enveloppe, ou un peptide ou un 
polypeptide de la prot6ine Nef, de HIV-1 ou de HIV-2, 

D'autres sequences d'acide nucleique peuvent etre 
mises en oeuvre dans le cadre de la realisation de 
1' invention et on citera a titre d^xemple les 
antigenes ou les sequences immunog&nes de 
mycobacteries, en particulier les prolines ou 
fragments des proteines correspondant a des genes 
impliques dans la virulence et des antigenes a 
potentiel protecteur. Un antigene est dit "a potentiel 
protecteur" s'il est susceptible de declencher ou de 
favoriser une reponse immunitaire protectrice en 
particulier par production d'anticorps ou par induction 
d»une reponse immunitaire de type cellulaire, en 
particulier de type CTL. 

On peut envisager de constituer une sequence 
recombinante dans laquelle la sequenc nucleotidique de 
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l f invention interviendrait dans le controle de 
I 1 expression d'un ou plusieurs haptenes ou epitop s 
determines, appartenant le cas echeant a des organismes 
differents. Par ailleurs ces haptenes ou epitopes 
peuvent etre associes a une sequence codant pour un 
antigene ou de fa$on gen6rale un polypeptide utilisable 
comme prot6ine porteuse, notamment pour I 1 expression & 
la surface d«un h6te cellulaire, voire la secretion du 
ou des haptenes ou epitopes. 

On entend par association soit la formation d'une 
sequence codante hybride entre les differentes 
sequences presentes dans la sequence recombinante ou 
une association sous forme d 1 elements codants d»un 
operon, les differentes sequences codantes gardant dans 
ce cas leur individuality lors de I 1 expression dans un 
hote cellulaire soit la formation d v une proteine fusion 
resultant de 1« expression d'un gene fusion. 

La sequence nucleotidique I # II ou III de 
1 ■ invention peut dtre placee soit en amont de la 
sequence nucleotidique a exprimer et en phase avec 
cette sequence, soit en aval de la sequence d'acide 
nucleique a exprimer. Le choix de sa position relative 
par rapport a la sequence codante peut etre determine 
en fonction du taux d" expression recherche dans un hote 
determine. 

Dans la sequence nucleotidique recombinante de 
1' invention, une sequence nucleotidique selon 
1* invention et la ou les sequence (s) d'acide nucleique 
a exprimer peuvent done constituer un operon de fusion. 
Dans ce cas si plusieurs acides nucl^iques sont 
presents, ils sont exprimes sous le controle de la 
sequence mais sous forme de produit individualist. 

Selon un autre mode de realisation de 1» invention, 
la sequence nucl6otidiqu I, II ou III et la ou Is 
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sequence (s) decide nucieique (s) 4 exprimer 
constituent un gene de fusion. Dans ce cas le produit 
de l 1 expression de ce gene est constitue par une 
proteine hybride ou proteine de fusion lorsque 
plusieurs acides nucleiques sont utilises. 

L 1 invention concerne de fa9on generale 
1 1 utilisation d » une sequence nucleotidique selon la 
description precedente pour le clonage et/ou 
1* expression de sequences d'acide nucieique, dans un 
hote cellulaire different de Mptb . en particulier chez 
des Actinomycetes et notamment des Mycobacteries et 
notamment chez M» bovis par exemple chez la souche 
avirulente BCG, chez des bacteries Gram-negatives 
telles que E.coli ou chez des bacteries Gram-positives 
telles que B. subtil is . 

Entre egalement dans le cadre de 1» invent ion , un" 
vecteur de clonage et/ou d 1 expression, de type 
integratif ou de type replicatif , caracterise en ce 
qu'il comprend, en un site non essentiel respectivement * 
pour son integration ou pour sa replication, une 
sequence nucleotidique comprenant les enchainements I, 
II ou III ou leurs variants, selon les definitions 
pr6cedentes . 

Ces vecteurs sont done soit capables de se 
repliquer de fa?on extrachromosomale ou au contraire 
sous forme d 1 elements int^gres au sein d f un chromosome 
ou plus generalement au sein d f un element du genome 
d'un hote auquel ils ont incorpores, y compris dans un 
plasmide ou un bacteriophage present dans cet hote. 

Un vecteur selon 1" invention peut encore etre 
caracterise en ce qu'il est modifie en un site non 
essentiel respectivement pour son integration ou pour 
sa replication, par une sequence nucleotidique 
recombinante decrite ci-dessus. 
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Un vecteur particulier comprend outre le promoteur 
et un sequence hdterologue, au moins une parti de la 
sequence d6sign6e par ORF2 de Mptb (figure 10). Cette 
sequence est avantageusement plac6e en aval de la 
sequence contenant le promoteur, de preference entre le 
promoteur et la sequence nucleique het Prologue. 
Avantageusement cette partie de 0RF2 correspond a un 
enchainement de 716 bp de Mptb tel que decrit a la 
figure 2. 

A titre d'exemple de vecteurs satisfaisants pour 
r^aliser 1' invention, on peut citer les plasmides, les 
transposons, les phages ou tout autre vecteur 
utilisable pour l 1 expression d'une sequence. En 
particulier un plasmide interessant, le cas echeant a 
titre de plasmide intermediaire pour la realisation de 
l f invention est une souche E.coli (Myc758) contenant le 
fragment de 716pb (Pstl/BamHI) clone dans le vecteur 
pUC18, deposit & la Collection Nationale des 
Microorganismes a Paris, France, sous le numdro 1-1157 
le 23 Octobre 1991. 

Ce plasmide comprend notamment le promoteur de 
1» invention correspondant a la sequence II, delimite 
par les sites de restriction EcoRI/Bglll (promoteur 
pan) ainsi qu'une sequence de liaison (linker). 

A titre d*exemple de vecteurs on pourra citer les 
plasmides derives de pALSOOO (Ranzier et al, 1988, Gene 
71:315-321), RSF1010 (Hermans et al, 1991, Mol. 
Microbiol. 5:1561-1566), pNG2 (Radford et al, 1991, 
Plasmid 25:149-153), les transposons derives de Tn610 
et de IS6100 (Martin et al, 1990, Nature 345:739-743), 
IS900 (Green et al, Mol. Microbiol.), IS901 (Kunze et 
al, 1991, Mol. Microbiol. 5:2265-2272), IS6110 (Thierry 
et al, Nucl. Acids Res., 1990, 18:pl88) et les phages 
L5 (Lee et al, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci., 88: 



BNSDOCID: <eFR 2682967A1> 



2682967 



14 

3111-3115), D29 (Tokunaga et al, 1964, J. Exptl. Med., 
119:139-149) . 

D f autres elements de sequences nucleotidiques 
peuvent etre incorpor6s ou presents sur le vecteur de 
1" invention ; il peut s'agir par exemple de marqueurs 
d 1 expression et k cet egard on peut faire reference aux 
g6nes de resistance k des antibiotiques tels que la 
kanamycine ou la viomycine. D»autres 616ments de 
regulation peuvent etre des sequences intervenant dans 
1* expression de la sequence codante et en particulier 
des sequences de type operateur ou encore des elements 
susceptibles de f avoriser 1 1 exportation, 1 1 exposition 
au niveau de la membrane de l^ote, 1» excretion ou la 
secretion du produit d' expression de la sequence 
heterologue. 

L» invention se rapporte egalement a un hote 
cellulaire recombinant caracterise en ce qu'il est 
transform^ par une sequence nucleotidique recombinante 
ci-dessus decrite ou par un vecteur ci-dessus d^crit, 
dans des conditions permettant I 1 expression de la (des) 
sequence (s) d'acide nucleique (s) k exprimer contenue- 
(s) dans la sequence recombinante ou dans le vecteur. " 

Un hote cellulaire particulierement avantageux 
pour la realisation de l 1 invention est un hote qui 
permet l 1 exposition a sa surface, voire l 1 excretion ou 
la secretion du produit d» expression de la (des) 
sequence (s) d'acide nucl6ique (s) a exprimer qu'il 
contient ou sa synthese dans des conditions de 
localisation intracytoplasmique. 

Des hotes particuliers sont par exemple les 
souches d'Actinomyc^tes de preference des souches 
avirulentes comme par exemple la souche avirulente BCG 
de l f INSTITUT PASTEUR n° 1137P2 utilisee pour 
const ituer le vaccin commercialism. 
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Les inventeurs ont constat* cependant que la 
sequenc contenant le promoteur specifique de Mptb est 
susceptible de fonctionner dans d'autres souches que 
les Actinomycetes et par exemple peut fonctionner dans 
une bacterie a gram-negatif comme E.coli . Cette 
s6quence est aussi susceptible d'etre utilisde dans des 
bactdries a gram-positif telles que B. subtilis ou dans 
des Streptomyces . 

Un procddd adapte pour la preparation d»h6tes 
cellulaires recombinants selon l 1 invention est par 
exemple I'dlectroporation, conformement a la 
description de Snapper S. et al (1988, PNAS USA 85! : 
6985-6991) ou la conjugaison selon par exemple la 
technique de Lazraq R. et al (1990, FEMS Microbiol* 
Lett. 69: 135-138) . 

Compte tenu des proprietes interessantes de ce 
promoteur, et de la possibility d f exprimer dans des 
souches choisies et notamment dans des souches 
avirulentes des antigenes ou des sequences immunogenes, 
1» invention propose une composition immunogene 
caracterisee en ce qu'elle comprend un hote cellulaire 
recombinant repondant aux criteres precedents, en 
quantity suffisante pour declencher la production 
d'anticorps, ou contribuer a la production d'anticorps 
de preference protecteurs chez un hote animal ou humain 
auquel elle est administree. 

Cette composition immunogene peut etre mise en 
oeuvre pour le declenchement d'une reponse protectrice 
contre un agent pathogene determine, par la production 
d'anticorps, et 1» induction d'une reponse immunitaire 
de type cellulaire, dfes lors que le produit 
d" expression de la sequence d'acide nucleique exprimee 
sous le controle des sequences I, II ou III est dans 
des conditions permettant de declencher cette 
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production. La composition immunogene peut 6galement 
etre utilisee a titre d composition de rapp 1 pour 
stimuler une production d'anticorps initios par une 
proteine ou un autre const ituant. 

La reponse engendree a la suite de 
!• administration de la composition ixmunog&ne peut etre 
de type cellulaire ; il peut s'agir en particulier 
d»une sequence de type CTL. 

L* invention permet done de preparer dgalement des 
vaccins de type vaccin mixte, dans lesquels la 
production d'anticorps sera dirigee & la fois contre 
I'hdte cellulaire et notamment contre le bacille BCG et 
contre le produit d 1 expression de la sequence decide 
nucleique a exprimer. 

Outre ses propriety int6ressantes pour la 
realisation d»un vaccin, une composition comprenant jin 
hdte cellulaire recombinant selon 1" invention, est 
utilisable pour effectuer de I'immunotherapie. * 

Un tel vaccin ou composition pour 1 ■ immunothdrapie 
peut etre utilise chez l» animal ou chez l'homme et 
administr6 par voie intradermique, souscutanee, orale, 
d 1 aerosols ou percutanee. Plusieurs administrations, 
peuvent etre necessaires, par exemple sous forme ..de 
rappel, pour obtenir une protection suffisante. 

Un hote cellulaire recombinant selon 1' invention 
peut aussi £tre utilise pour produire toute proteine ou 
peptide en particulier a l'echelle industrielle. On 
peut ainsi utiliser l» invention pour la production 
d 1 ant ibiotiques . 

D'autres caract^ristiques et avantages de 
1" invention apparaissent dans les exemples et dans les 
figures qui suivent. 
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FIGURES 

Figure 1 : D scription seheaatique de la 

construction de pAM320 

L'ADN de Mptb est represents en grise par un double 
trait et le gene lacZ par un double trait. 
pAM3 a ete digere avec BamH I/Pstl donnant lieu a un 
fragment de 716 bp qui a ete recupere sur un gel 
d' agarose a 1% en utilisant le systeme Geneclean. Le 
fragment a ete ligature au plasmide pNM482 digere par 
BamHI/Pstl, pour produire pAM310. Des souches 
competentes E.coli MC1061 ont ete transformees avec le 
produit de ligation et les cellules ont 6te <Stalees sur 
un milieu Luria-Broth (LB) contenant 100 *tg/ml 
d'ampicilline. Les clones portant le plasmide 
recombinant pAM310 ont ete recuperes en verifiant la 
carte de restriction du plasmide. Le fragment de 3,8 kb 
obtenu a partir de pAM310 par digestion avec les 
enzymes Smal/Dra l a ete elue sur gel d* agarose a 0,8% 
et ligature par ses extremites f ranches au site seal de 
pRR3 pour produire pAM320. Dans cette construction le 
gene Ap R (gene de resistance a 1 • ampicilline) a 6te 
interrompu. Les cellules E.coli MC1061 ont et6 
transformees et les colonies ont ete selectionnees par 
le phenotype Km R Ap s . L'ADN de ces recombinants a ete 
prepare par lyse alcaline et utilise pour transformer 

smegmatis mc 2 155 (Snapper et al, 1990, Molec. 

Microbiol. 4:1911-1919) par electroporation. 

Figure 2 : Sequence nucleotidique du fragment 
BamH I/Pstl de 716 bp obtenu a partir de 
pAH3 et les 185 acides amines N-terminaux 
de orf2 
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SD - Shine Dalgarno; +1= site d 1 initiation de 
transcription 

Figure 3 : ELZSA sur des serums de souris preleves 40 
jours apres 1« inoculation iv 

(intraveineuse) 

Des souris Balb/C ont 6t6 immunis6es par voie iv avec 
10 7 CFU de r-BCG transform^ avec pAM320, ou avec du BCG 
souche 113 7P2. Plusieurs souris non immunisees ont 6t6 
utilis6es come contr61e. Les scrums ont 6te preleves 
40 jours apres immunisation et testes. Les anticorps 
anti-jS-galactosidase ont dte detectes par la methode 
ELISA (Ehgval E. et Perlman P, 1971, Immunochemistry 8: 
871-874) . Les plaques de microtitration ont ete 
recouvertes avec 1 de £-galactosidase par puits. Les 
anticorps anti-/3-galactosidase ont 6t6 detectes avec 
des anticorps de ch&vre anti-immunoglobuline de souris 
marqu6s a la phosphate alcaline (Biosis) . Chaque valeur 
correspond a un pool de serums de quatre ou cinq 
souris* 

Figure 4 : Reponse proliferative des cellules de 
ganglions lymphatiques d'une souris Balb/C 
immunisee par voie sous- cutanee avec 10 7 
CPU ou r-BCG + pAH3 |, et la souche BCG 
1173P2 §} 

Un groupe de souris immunisees a ete inocule avec 0,1 
ml de IFA . Deux semaines plus tard r les reponses 
proliferatives des cellules LN (cellules de ganglions 
lymphatiques) & la j9-galactosidase, a APH3 ■ , a la PPD 
et la ConA ont ete testees. 
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Figure 5 : Proliferation d s lymphocyt s CD4+ t CD8+ 
sp'cifigues 

Des souris Balb/C ot 6t6 immunisees par voie sous- 
cutanee avec 10 CFU de BCG 1173 P2 (a) et r-BCG + 
PAM320 (b) . Deux semaines plus tard les r^ponses 
prolif^ratives de leurs cellules LN & la PPD (10 ng/raL) 

(a) et la jS-galactosidase (0,01 /xg/ml) (b) ont 6t6 
test£es en presence d'anticorps monoclonaux anti-CD4 

(•) ou anti-CD8 (O) • 

Figure 6 : Reponses en interferon-gama des cellules LN 
de souris 

a) souris immunisees avec le BCG 1173P2 

b) souris immunisees avec r— BCG (+ pAM320) apres 
stimulation avec 1 ng/vxl 0-gal (•) , 10 fig/ml PPD (o) , 
2,5 tig/ml con A (A) 

Figure 7 : Clonage du promo teur Pan adjacent a lacz 

PCR sur pan 
amorces : 

PI = 5 1 CCCTCTAGAATTCCGTGACAAGGCCGAAGAGCCCGCGA 3 1 
P2 = 5 1 AACATATGAGATCTTCTCCTTCTGGGTTGGCCGCCCC 3* 
Conditions de la PCR : 35 cycles 

Denaturation 2 minutes a 95 °C , appariement 2 minutes a 
55 °C, elongation 2 minutes a 72 °C. 

Volume de reaction 50 pi contenant 10 /iH d< amorces, 10 
nmol de dNTP, I'ADN cible de pAM3. 
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Ficrure 8 : Clonag du produit d POL dans HCS d pSL 
1180 

Le produit obtenu par PCR a 6te digere avec Xba l/ Nde l 
et ligature au pSL 1180 ( Pharmacia) dig6r6 avec 
Xpa l/ Nde l pour donner pWR30. 

Figure 9 a et 9b : Description schematique de la 

construction de pWR31, pWR32 et 
pWR33 

Pour les figures 7 f 8 f 9 et: la FCR (amplification 
genique) a ete utilisee pour produixe un fragment de 
716 bp a parti-r de pAM3 en utilisant les amorces PI et 
P2. Ce fragment contenait le promoteur pam avec les 
sites Xbal et EcoRI & I'extremite 5 1 et les sites Bglll 
et Ndel a 1 • extremity 3 1 . Le fragment a 6t6 digere avec 
Xba l et Nde l et clon6 dans le site multiple (HCS) de 
PSL1180 pour former le plasmide p¥R30. Lors de la 
preparation pour le clonage de pan en un site adjacent 
au gfene lacZ, le promoteur pi et le gene CII ont ete 
clones devant le gene tronque lacZ de pNM482. Ceci 
permet de g6nerer une proteine fusion CII-LacZ 
fonctionnelle sous le controle de sequences en amont 
contenant pL, ainsi qu'un polylinker permettant des 
constructions ulterieures, Le plasmide pTG952 a 
egalement et6 digere avec XH0I et son extremite 
completee avec le fragment de Klenoir* Un fragment de 
530 pb a ensuite ete rdcupere a j«xtir du plasmide 
apres digestion avec BamH I et clone dans le site 
Sma l/ BamH I de pNM482* Le plasmide resultant pIPJN 
possedait ainsi un gfene fonctionnel de )S-galactosidase 
sous le controle du promoteur pi de lambda. Afin de 
doner pan dans pIpJN une digestion par EcoR I/ Bcyl ll a 
ete faite sur pWR30. Le fragment de 159 bp a ete 
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purifie avec Geneclean et clone dans pIpJN digere avec 
EcoRI/Bglll pour donn r pWR31. Quand les souches E.coli 
ont ete trans formees avec ce plasmide et cultivees en 
presence d • ampicilline et de X-gal, des colonies bleues 
ont et4 formees. L'operon de fusion a ensuite ete 
recupere a partir de pWR31 par digestion par 
EcoRI/Drai. Le site EcoRl a £te complete avec 1« enzyme 
de Klenow et des dNTP puis ligature au plasmide pRR3 
digere par 1' enzyme Sea l. Les deux orientations de 
l'operon dans pRR3 ont ete obtenues. La transformation 
de E.coli et M. smeqmatis avec ces deux constructions 
(PWR32, pWR33) a permis la formation de colonies bleues 
lorsgue les bacteries ont ete cultivees en presence de 
substrat chromogene de X-gal. 

Figure 10 r sequence de orf 2, 

Figure 11; reponse en anticorps a partir de serum 
d'animaux immunises avec le r-BCG exprimant la j8- 
galactosidase . 
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MATERIELS ET METHODES 

Souches bacter iennes , phages, plasmides et milieux 
de cultures 

H. bovis BCG (BC6) souche Pasteur 1173 P2 appele 
BCG (Stover C.K. et al. Nature 351 :456-460) a 6t6 
utilisee en tant qu'hote pour la construction de 
diffdrents recombinants BCG (r-BCG) . D'autres 
bacter ies, phages et plasmides utilises dans les 
experiences rapportdes ci-apr6s sont decrits dans le 
Tableau I. Le BCG a 6t6 cultiv6 jusqu'a la formation 
de voiles sur un milieu de Sauton (Sauton B., Comptes 
Rendus Academie des Sciences 1912 s 155-1860 dans 
Calmette A. et al, Vaccination preventive par le BCG p 
811 - Ed, Masson 1928) pour realiser une preparation 
vaccinante classique ou sous forne d'une culture 
disperses Les clones bacteriens de r-BCG ont d'abord 
6t6 cultiv6s sur un milieu Lowenstein- Jensen (Jensen : 
K* , Towards a standard of laboratory methods, 4 th Rep. 
Subcomm laboratory methods. Bull Union Internat. 
against Tuberc. , 1957, 27:146-166) contenant 10 ng/ml 
de kanamycine, puis transferes sur milieu Sauton. Ces 
cultures ont dte utilisees pour des analyses 
d* expression in vitro et pour 1* immunisation des 
animaux. Les souches M. smegmatis et E.coli ont 6te 
cultivees selon la methode decrite par Ranes et al 
(1990) J. Bact. 172 : 2793-2797. 

Preparation de 1 1 ADN de M. paratuberculosis 

50 mg de souches M. paratuberculosis lyophilisees 
(Murray A. et al, NZ Vet Journal precite) ont ete 
resuspendues dans un tampon d'homogeneisation (NaCl 
0,1M, Tris-HCCL 0,03M, pH 7,5, EDTA 0,006M), melangees 
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avec 2 ml de billes de verre (diametre 0,45-0,5 mm) et 
agitees dans un homogeneiseur a rotation Braun a la 
vitesse maximum pendant 2 minutes a 4'C. Apres la 
centrifugation et 1» extraction au phenol/chlorophorme, 
l'ADN a ete precipite avec 95% d'Sthanol et traits avec 
0,1 mg/ml de DNAse sans de RNAse. Apres une autre 
extraction au phenol/chlorophorme, et une precipitation 
a l'ethanol, l'ADN a ete resuspendu dans l'eau 
(A260/280 ratio = 1,8). 

Construction de la banque de genes de M. 
paratuberculosis 

La methode utilisee etait fondee sur les 
protocoles decrits par Young et al (Proc. Natl. Acad. 
Sci. (1985) 82: 2583-2587) modifiees par Murray et al 
(NZ Vet. J. (1989) 37: 47-50). La banque contenait 
2,2. 10 5 bacteriophages recombinants. Apres 

amplification dans E.coli Y1090, les recombinants 
representaient approximativement 85% et correspondaient 
a un titre de 3.10 11 PFU/ml. 

Criblaq e de la banque lambda qtll de M. 
paratuberculosis 

La banque a ete criblee par hybridation 
differentielle de l'ADN obtenu par transfert sur 
membrane a partir des boites de petri contenant les 
phages de lyse (Young et al precitd) en utilisant l'ADN 
chromosique complet de M. para-tuberculosis ( Mptb ) et de 
M. phlei a titre de sondes. Le bacteriophage 
recombinant qui a donne un ~ signal positif apres 
hybridation avec l'ADN de Mptb mais n'a pas hybride 
av c M. phlei a ete conserve pour des analyses 
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ulterieures. II a ete propage en utilisant la methode 
de lysat sur plaque t 11 que decrite par Maniatis et 
al (j. Molecular cloning : a laboratory manual. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. N.Y. 
(1982)) . 



Manipulation de l'ADN 

Les fragments d'ADN ont ete separes sur gels 
d' agarose a 0,8% ou 1% contenant 0,5% de bromure 
d'ethidium. L'ADN a ete elue a partir des gels et 
purifie en utilisant le kit Geneclean II (BiolOl Inc La 
Jolla) selon les indications du fabricant. 

Le clonage des fragments dans des plasmides et la 
transformation de E.coli ont ete realises en utilisant 
les techniques standard de Maniatis et al publication 
precitee. La transformation de mycobacteries a ete 
real i see selon la description de Ranes et al precite. 

Determination de la sequence nucleotidicme 

L'ADN a ete coupe au hasard par sonication et les 
fragments ont ete clones en aveugle dans M13. Les 
clones ont ete sequences par la methode dideoxy de 
terminaison de chaine en utilisant le kit sequenase 
(USB) et le 7-deaza-dGTP, analogue du dGTP. Des 
chevauchements et 1' analyse des donnees de sequences a 
partir des fragments obtenus au hasard ont 6te 
effectues en utilisant les programmes d'ordinateur 
decrits par Staden et al (Nucleic Acids Res. (1986) 14: 
217-231) . 
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Preparation de 1 'ARN 

Une culture de 100 ml de souches M. smegmatis 
MYC760 a ete cultivee jusqu'a la phase de mid-log dans 
un milieu 7H9, complete avec un enrichissement ADC 
Middlebrook (Difco) plus 25 ftg/nl de kanamycine a 37 *C. 
Les cellules ont ete collectees apres centrifugation, 
lavees avec le m£me milieu de croissance frais et 
resuspendues dans un milieu contenant 1% (p/v) de 
sulphonate de sodium triisopropylnapbthalene, et 6% 
(P/v) de 4-amino salycilate de sodium. 14 g de billes 
de verre (4,5-5,5 mm) ont ete ajoutes le melange a ete 
agite vigoureusement dans un appareil vortex pendant 
deux fois 2 minutes. Le surnageant a £t£ extrait deux 
fois avec du phenol/chlorophorme et les acides 
nucleiques a l'interieur de la phase agueuse ont ete 
precipites avec du propan-2-ol, en presence d 1 acetate 
de sodium 0,3 M a pH 6. Apres la centrifugation pendant 
10 minutes a 8000 rpm, le culot de centrifugation a ete 
lave avec 100% d'ethanol, seche a temperature ambiante 
pendant 10 minutes, et resuspendu dans 1 ml d'eau 
distillee traitee avec du DEPC. L' ARN a ete precipite 
en presence de trois volumes d' acetate de sodium 4 M 
(pH 6) a -20 °C pendant 18 heures, collecte par 
centrifugation et resuspendu dans de l'eau distillee 
(densite optique DO 260/280 2,0). L'ARN a ete conserve 
a -20 "C sous forme d'un precipite dans le propan-2-ol. 

Cartographie des transcripts 

Le plasmide pAM31l a ete linearise avec BssHII 
pour produire des extensions 5', et dephosphoryle avec 
de la phosphatase alcaline d'intestin de veau. Apres 
purification du plasmide avec le kit Geneclean, l'ADN a 
ete coupe avec 1» enzyme de restriction Pstl et le 



BNS0OCID:<FR 2682967A1> 



2682967 



26 

fragment de 3,1 kb a ete isole a partir du gel 
d'agaros l%. L'extremite 5' hydroxyle a et6 
radiomarquee avec de 1»ATP (gama 32 P) (activity 
specif ique 3000 Ci/nmol) en utilisant la polynucleotide 
kinase (10 unites) . Le marqueur non incorpor6 a 6t6 
retir6 par passage & travers une colonne Nick 
(Pharmacia) • 

L'ARN (40 jig) et la sonde d'ADN radiomarquee (0,1 
tig) ont 6te melanges dans un volume total de 30 fil 
d'eau distillde, 240 Ml de formamide d6ionis6 ont 6t6 
ajoutes et le melange a ete chauff6 a 100 °C pendant 3 
minutes. Apres refroidissement rapide sur la glace, 30 
/il de tampon d : hybridation 10 X (0,2 M PIPES -NaOH, pH 
6,4, NaCl 4M, EDTA 20mM) a <§te ajoute et l f incubation a 
ete poursuivie & 60 °C pendant 3 heures. Les hybrides 
ADN/ARN ont dte precipites avec trois volumes d^thanol 
a -20 °C pendant 16 heures. Apres la centrifugation 
pendant 15 minutes a 4*C, le culot d'acide nucl6ique a 
et6 resuspendu dans 100 pi de tampon contenant de 
l l acetate de sodium 50 mM a pH 4,6, du NaCl 280 mM du 
ZnCl 2 5 mM et 20 /ig par ml d'ADN de sperme de saumon 
denature. 2 pi de nuclease SI (472 unites) ont ensuite 
6te ajoutes et la digestion a ete poursuivie pendant 30 
minutes a 20 °C. La reaction a ete arretee par addition 
de 25 /il d'une solution contenant du CH 3 COONH 4 2,5 M et 
de 1 ■EDTA 50 mM a pH 8. Les hybrides ADN/ARN ont 
precipite avec du propan-2-ol en presence de 1 fig d 9 ADN 
porteur (carrier) (ADN de sperme de saumon denature) . 
Apr&s un lavage dans 80% d'ethanol, le culot a ete 
resuspendu dans 5 /xl d • eau distillee et 7 /il de 
solution stop (95% v/v formamide, EDTA 20mM, 0,05% bleu 
de bromophenol, 0,05% Xylene cyanol FF) . Le melange a 
ete chauff6 a 100 °C pendant 5 minutes et ensuite chargd 
sur un gel de sequenyage a 6% de polyacrylamide. 
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Tests serolocricrues 

Des serums murins ont ete testes par ELISA pour 
d^tecter des anticorps specifiques diriges contre la 
/3-galactosidase selon la technique suivante : des 
plaques microtitrees a 96 puits (Nunc) ont dt6 
recouvertes avec 10 fig/ml de 0-galactosidase purifide 
dans du tampon PBS pendant 1 heure & 37 °C et pendant 16 
heures & 4°C. Apres lavage trois fois avec du PBS 
contenant 0,1% de Tween 20, les s6rums preabsorbes avec 
les extraits de BCG pendant 16 heures a 4°C ont ete 
ajoutes aux puits dans un tampon de dilution (PBS + 
0,1% de Tween 20, 1% de BSA) pendant 2 heures a 37°C. 
Apres trois lavages, les titres en anticorps ont et£ 
determines par photometrie a 405 ran en utilisant une 
IgG de lapin anti-souris conjuguee a de la phosphatase 
alcaline (Biosys, Compiegne) et 1 mg/ml de phosphate de 
p-nitrophenyl a titre de substrat. 

Test fl-qalactosidase 

I^activite 0~galactosidase a 6te mesuree dans des 
cellules E.coli traitees avec du toluene et dans des 
extraits d e M« smegmatis soumis a un traitement aux 
ultrasons de selon la description de Cossart et al (J. 
Bacterid. (1985) 161 ; 454-457). 

Immunisation des animaux 

Des souris femelle Balb/c, Sgees de 6 semaines ont 
et6 obtenues de If fa Credo. De fa£on a suivre les 
r6ponses immunitaires cellulaires, les souris ont et6 
inoculees par voie sous-cutanee (SC) a la base de la 
queue avec 10 7 unites formant des colonies (CFU) de 
souches de BCG. Les cellules des ganglions lymphatiques 



BNSDOCID:<FR 2682967A1> 



2682967 



28 

ont 6te prelevees 14 jours apres 1 1 inaunisation et les 
r6ponses prolif^ratives ont ete etudiees. Un groupe 
controle de souris a regu de I 1 adjuvant incomplet de 
Freund (IFA) dans une solution saline. Pour suivre la 
production d'anticorps, un groupe de souris a ete 
inocule par voie intraveineuse (iv) avec 5.10 6 CFU des 
souches de BCG. Certaines souris ont subi tin rappel de 
1 1 inoculation intraveineuse, trois fois a 21 jours 
d'intervalle avec 10 6 CFU ; les 6chantillons de s6rum 
ont 6t6 preleves 28 jours aprfes 1 f immunisation et 14 
jours apr^s chaque rappel pour titrer les anticorps. 

La stabilite des diff6rentes souches de BCG a ete 
anlysee par determination du nombre de CFU BCG 
recup6r6es a partir de la rate deux mois apres 
1 1 inoculation (iv) de 10 7 CFU de BCG. 

Reponses proliferatives aux antiqenes specificates 

14 jours apres 1 1 immunisation, les suspensions 
cellulaires ont ete pr^parees a partir des ganglions 
lymphatiques inguinaux (LN) pr61ev6s a partir de trois 
souris et resuspendus dans du RFMI1690 (Gibco) - 
contenant de la L-glutamine 2 mM, de la gentamicine 50 
Mg/ml, 5.10 s M 2-mercaptoethanol et 10% de serum de 
veau f6tal (FCS) . Les cellules LN ont 6te cultivees a 
une concentration de 4.10 s cellules par puit dans des 
plaques de culture a fond plat contenant 96 puits 
(Corning) en presence d'un antigene appropri6. La 
concentration des antigenes utilises etait la 
suivante : 0,01 /ig/ml de APH3 • et p-galactosidase et 
de 10 jig/ml d f un deriv6 de prot«§ine purifiee (PPD) . A 
titre de controle de reaction positive non specif ique, 
la concanavaline A (ConA) a ete ajoutee & une 
concentration de 2,5 pg/ml. Certaines suspensions 
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cellulaires sont restees non stimulees; Chaque test a 
ete realise en trois exemplaires. Les cultures ont 6te 
incubees pendant cinq jours a 37 # C, les dernieres 22 
heures en presence de thymidine methyl tritiee (3H dThd 
lmCi = 37KB2 Amersham) 0,4 uci/puit dans une atmosphere 
d'air humidifie contenant 7% de C0 2 . Les cellules ont 
ensuite et6 recoltees sur des f iltres en fibre de verre 
(Automash 2000 Dynatch) et la radioactivity incorporee 
a et6 mesuree. Les resultats sont exprimes en fonction 
des coups par minute (cpm) moins le bruit de fond. Les 
erreurs standard de la moyenne pour les cultures en 
tripticat ont 6t6 determinees. Les valeurs du bruit de 
fond des cultures controle non stimulees etaient 
infer ieures a 10 4 cpm. 

Anticorps monoclonaux anti-CD4 et anti-CD8 

Afin de determiner le ratio du sous-groupe de 
cellules T impliquees dans la proliferation, des 
anticorps monoclonaux contre les sous-groupes de 
cellules T ont ete ajoutes aux cultures de cellules LN 
a differentes concentrations. Le L3T4 (CD4+) hybridome 
GK 1-5 de rat anti-souris CD4+ specifigue et LYT2 
(CD8+) (hybridome H35 17-2 de rat anti-souris CD8+ 
specifique) ont ete produits selon la methode decrite 
par (Dialynas D.P. et al, 1984, J . of Immunology Tome 
31 # p 2445-2451) . En bref pour obtenir des ascites 
d 1 anticorps monoclonaux, des souris nude ont ete 
inocul£es une premiere fois avec des cellules 
correspondant a 106 hybridomes. Les anticorps ont et6 
collectes par precipitation dans le sulfate d 1 ammonium. 
La quant ite de proteines a et6 testee par densite 
optique a 280 nm. 
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Mesure des cytokines 

La synthese d 1 interf eron-gama a ete mesuree dans 
le suraageant des cultures de cellules LN a la fin du 
test de proliferation . Le niveau d ■ interf eron-gama a 
dt6 d6termin6 par un test immunoenzymatique en phase 
solide en utilisant le principe du sandwich multiple 
(Genzyme) . Le surnageant a et6 dilu6 (1/2-1/10) . 
L 1 inter f£ron-gama standard a et6 dilue pour obtenir des 
valeurs & l'interieur de l'intervalle lineaire du test 
(128-8200 pg/ml). 



RESULTATS 

Isolement et caract6risation des bacteriophages 
recombinants 

Une banque genomique lambda gtll a ete construite 
pour isoler des sequences specifiques de 
M. paratuberculosis (Mptb) . Un phage recombinant qui 
hybridait fortement avec 1 'ADN chromosique de Mptb mais 
pas avec 1«ADN de M. phlei a ete repris 
individuellement et utilise pour preparer les stocks de 
lysats de phages (Maniatis et al precit6) • L"un de ces 
recombinants a ete sdlectionne au hasard pour des tests 
supplementaires . Son genome contient une insertion de 
3,8 kb. L 1 ADN de mycobact^ries a ete recupere a partir 
de ce fragment par digestion avec les enzymes de 
restriction EcoR I et BamHI. Ceci a conduit a 
I'obtention de quatre fragments qui ont ete separes sur 
gel d 1 agarose. L'un de ces fragments, de 1,6 kb, a 6t6 
elu6 a partir du gel et ligature au plasmide pGEM-2 
diger* par EcoR I/ BamH I « Des cellules comp'tentes de 
E.Coli DH5 alpha (Bethesda Research Laboratories, 
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Gaithersburg MD USA) ont ete transferases avec le 
melange de ligation selon les instructions du fabricant 
puis ont ete appliguees sur des plagues avec un milieu 
LB contenant 100 /ig/ml d'ampicilline. Une seule colonie 
a ete selectionnee et utilisee pour preparer une 
guantite suffisante du plasmide recombinant gui a ete 
designe par pAM3, en utilisant la technique standard 
decrite par Maniatis et al precite. 

Lorsgue pAM3 a ete margue avec le kit de sonde 
chimigue (Promega) et utilise en tant gue sonde dans un 
test dot-blot, 1' hybridation s'est produite uniguement 
avec l'ADN extrait de M . paratuberculosis . Les 
dif ferents isolats de Mptb testes incluaient la souche 
type M. paratuberculosis . des isolats de 23 Mptb 
d'origine bovine, ovine et caprine et un isolat d'un 
patient humain presentant la maladie de Crohn. Le 
plasmide pAM3 n'a pas hybride avec M. avium serovar 2 
et 3, M. intracellular . M. tuberculosis souche H37Rv, 
M. bovis. M. phlei . M. smeqmatis ou N asteroxdes . 

Analyse de sequence 

La seguence nucleotidigue du fragment BamH I /Pst I 
de 716 bp est reportee a la figure 2. L' analyse de la 
seguence pour rechercher les signaux consensus pour le 
debut de la transcription et de la traduction a permis 
de montrer une region potent ielle a -35 (position 
83-88) une region a -10 (position 106-111) et une 
seguence de Shine Dalgarno (SD) a la position 147-152. 
Une longue phase ouverte de lecture (ORF) designee par 
ORF2 suit la seguence SD avec un codon d 1 initiation ATG 
en position 160. L' analyse de la seguence nucleotidigue 
du fragment a revele une homologie avec 1 'element 
d' insertion IS900 M. paratuberculosis . Le segment 
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153-716 etait identique k la sequence ntl451 a 888 de 
IS900 (Green et al (1989) Nucl. Acids. Res. 17: 
9063-9073). ORF2 est dans la direction opposee a la 
transcription de la transposase potentielle de cet 
element, orfll97. Le segment 1-152 est en dehors de la 
sequence de IS900. 

orf2 ne pr£sente pas de similitude avec d'autres 
sequences si l f on se reporte aux sequences contenues 
dans les bases de donnees. Lorsque IS900 est utilise 
comme sonde genomique pour des tests de Southern blot 
de differents isolats de Mptb , des schemas de bandes 
multiples presque identiques sont obtenues, 
independamment de 1 : origins des isolats (McFadden et al 
(1987) J. Clin. Microbiol. 25: 796-801}. Cette absence 
de polymorphisme suggere que IS900 s»integre de fa^on 
predominante au niveau de sites specif iques k 
l»int6rieur du genome de Mptb . Un nombre limite de^ 
sequences adjacentes k la terminaison de IS900 ont et6 r 
rapport ees, il semble contenir des sequences 
nucleotidiques conservees (Green et al (1989) Nucl. 
Acids Res. 17: 9063-9073). La sequence de Shine 
Dalgarno (SD) AAGGAG presentee k la figure 2 est 
adjacente a 1» element IS. La sequence inverse 
compldmentaire de cette sequence SD (CTCCTT) est 
identique a la sequence flanquante rapportee pour IS900 
contenue dans le clone pMB2 2 derive de la banque 
genomique de I'isolat humain provenant d"un patient 
malade de la maladie de Crohn de Mptb . 

Analavse et expression de ORF2 

Pour etudier 1« expression de ORF2 k un niveau 
transcriptionnel et traductionnel r le fragment 
BamH I /Pst I de 716 bp de pAM3 a 6t6 clone dans entre les 
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sites BamH I et PstI du fragment c ntenant plusieurs 
sites de clonage (MCS) du plasmide pNM482 (Minton t al 
(1984) Gene 31: 269-273). Le MCS est adjacent d'un gene 
tronqu6 de /3-galactosidase (lacZ) depourvu de ses 8 
premiers acides amines terminaux et de ses signaux de 
depart de transcription et de traduction. 
L 1 introduction d 1 un segment correctement al igne 
contenant des signaux de regulation appropri6s et une 
sequence en aval codante, permet la formation d'un gene 
hybride qui confere le ph6notype LacZ*. orf2 6tait en 
phase relativement au gfene lacZ dont la construction 
decrite plus haut et le produit de traduction auraient 
dti pouvoir etre exprimes sous forme d'une proteine de 
fusion orf2-/3-galactosidase contenant 185 acides amines 
de orf2. Cependant la transformation de E.coli MC1061 
n'a pas produit de colonies transformees par Lac*. 
L» expression du gene de fusion orf2-lacZ dans un 
systfeme mycobact6rien a ete etudiee. En consequence le 
fragment de 3 f 8 kb Smal/Dral contenant le gene de 
fusion a ete ligature sous forme de fragment a 
extremite franche, au site Seal du plasmide pKR3, 
plasmide navette entre les mycobacteries et E.coli pour 
produire pAM320. La transformation de M. smecrmatis avec 
ce plasmide par 61ectroporation suivie d'une culture en 
presence de kanamycine et de X-gal a conduit a 
l'obtention de colonies bleues apparaissant dans les 
trois jours. Une experience similaire pour transformer 
le BCG avec ce plasmide a 6galement permis d'obtenir 
des colonies bleues qui sont apparues approximativement 
dans les 21 jours. Ainsi orf2 a pu etre exprime sous 
forme d»une prot6ine de fusion avec la /3-galactosidase. 

Afin de quantifier 1« expression de orf2 r le niveau 
d'activite de la jS-galactosidase a et6 mesure dans 
M. smecr matis et dans E.coli transformes avec pAM320 ou 
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avec pRR3. Les resultats sont donnes dans le tableau 
III. 250 unites ont et£ trouv6 s dans M. smeqmatis 
transformee avec pAM320 hebergeant le gene de fusion 
orf2-lacZ mais aucune activity trouvee dans la souche 
M. smeq matis transforms avec pRR3. Dans les souches 
E.coli transformees avec pAM320, un faible niveau 
d'activite a seulement £te trouve (5/7 unites). Ces 
resultats montrent que la fusion orf2-lacZ n'est pas 
exprimee dans E.coli et suggere que orf2 doit etre 
specif iquement exprime dans les mycobacteries. 

Analyse de transcription 

Le site de depart de la transcription du gene de 
fusion orf2-lacZ k l f int6rieur de pAM320 a 6te 
determine par cartographie haute resolution avec la 
nuclease SI. Les experiences ont demontre que le site 
de depart de la transcription de la sequence est situe 
en amont de orf2 k la position 119 (figure 4) . Un 
second site de demarrage est present a l«ext6rieur de 
la sequence de mycobacteries* Deux explications peuvent 
£tre trouvees k cette observation. Tout d^ord ceci 
peut etre dti a une hybridation de la sonde avec une 
petite quantite de plasmide navette qui a ete co- 
precipite pendant la preparation de 1 ' ARN, sinon ceci 
peut etre du a la lecture des resultats de 
transcription par 1 1 intermediate du gene de resistance 
4 l'ampicilline de pRR3. Ces resultats ainsi que 
1" expression de la proteine de fusion avec la p- 
galactosidase indiquent que l 1 Element promoteur Pan qui 
est adjacent a 1» element IS900 est capable de controler 
I 1 expression de orf2. II s'agit la de la premiere 
demonstration de I 1 induction de 1» expression d'un gene 
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localise a l'int'rieur d'une sequence d' insertion, au 
moyen d'un promoteur chromosomigue adjacent. 

Construc tion de 1' operon de fusion orf2-lacZ 

Afin de caracteriser de facon plus precise 
l'activite du promoteur pan, orf2 a ete delete et un 
operon de fusion avec le gene lacZ a ete construit 
(figures 7, 8, et 9). 

PWR32 et pWR33 sont des recombinants de pRR3 
contenant la fusion pan-LacZ dans les deux orientations 
(figure 9) . La transformation soit de E. coli soit de 
M. sm egmatis avec ces constructions, suivie d'une 
culture en presence de kanamycine et de X-gal a conduit 
a l'obtention de colonies bleues pour les deux especes 
de bacteries. Ainsi pan est fonctionnel dans E.coli 
lorsqu»il est present dans un operon de fusion avec 
Lac-Z mais il n'est pas fonctionnel lorsqu'il est 
present dans un gene de fusion avec orf2. 

PWR32 a induit le meme niveau d'activite 0- 
galactosidase dans M. smegmatis que pAM320. Cependant 
le niveau d'activite avec pWR33 etait 10 fois plus fort 
dans E.coli . Ceci doit etre du a l'activite 
constitutive d'un promoteur en amont du gene de fusion 
pAM-lacZ . 



Reponse iromunitaire cellulaire specif ioue 

Des souris Balb/c ont ete inoculees par voie 
sous-cutanee avec des recombinants BCG hebergeant le 
plasmide pAM320 exprimant la phosphotransferase APH3 • 
sous le contrdle de sa propre region de regulation et 
lacZ sous le contrdle de pan. Les reponses 



BNSOOCID: <FR 2682967A1> 



2682967 



36 

prolif^ratives des cellules LN prises 14 jours apres 
1 1 immunisation ont ete analysees. Une rdponse 
sp^cifique & une stimulation in vitro avec differents 
antigfenes a 6t6 observee (figure 4) • Seules les 
cellules ,LN de souris imraunis6es avec r-BCG exprimant 
lacZ et APH3 1 ont prolifere en reponse & une 
stimulation in vitro par la 0-galactosidase et par 
1 1 aminoglycoside phosphotransf erase (APH3 1 ) . La 
proliferation cellulaire en reponse a un extrait de PPD 
(Protein Purified Derivative) a ete similaire avec les 
cellules LN des souris immunisees avec la souche BCG 
non recombinant e. Les cellules LN des animaux non 
immunises ont prolifere uniquement en reponse a ConA. 
Cette proliferation non sp^cifique etait du meme ordre 
d 1 amplitude dans tous les groupes d 1 animaux. 

On a demontre que les cellules T CD4+ et CD8+ sont 
impliquees dans les reponses proliferatives decrites 
plus haut par l 1 inhibition alternative de la 
proliferation, avec des anticorps monoclonaux anti-CD4+ 
et anti-CD8+. Les resultats apparaissent a la figure 5. 
Une inhibition de 70% de la reponse specifique a la jS- 
galactosidase est observee apres 1« addition d 1 anticorps 
anti-CD4 aux cultures de cellules LN. Dans des 
experiences similaires, une inhibition de 30% a ete 
observee apres addition des anticorps anti-CD8 aux 
cultures. Ces resultats montrent que la plus forte 
reponse est obtenue par le sous-groupe des cellules T 
CD4-K Deux populations differentes de cellules T CD4+ 
participent a la regulation de la reponse immune chez 
les souris. Un sous-groupe de cellules T CD4+ designe 
par THl produit de 1 1 interleukine-2 (IL2) et de 
1 1 interf eron-gama et active pref erentiellement les 
macrophages pour tuer ou pour inhiber la croissance 
intracellulaire de l 1 agent pathogene. Un autre sous- 
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groupe de cellules T CD4+ qui est design* par TH2 
produit d'autres lymphokines incluant l'IL4 / 1»IL5, et 
est implique dans 1' induction des reponses humorales. 
Une production s ignif icat ive d ■ interf eron-gama a ete 
d&tectee dans le surnageant des cultures de cellules LN 
stimlulees avec des antigfenes specif iques (figure 6) . 
Ces valeurs etaient 16gerement plus basses que celles 
obtenues apres la stimulation avec PPD ou conA. 
Cependant elles restent signif icatives puisque la 
valeur plancher des courbes standard etait 100 pg/ml. 
La production d 1 interf eron-gama par les cellules LN 
isolges a partir des animaux immunises avec du BC6 non 
recombinant a ete uniquement observee apres stimulation 
in vitro avec du PPD ou ConA. 



Reponse en anticorps 

Du sang a ete prelev6 quatre semaines apres 
1 1 inoculation intraveineuse avec les deux souches de 
BCG et 14 jours apres chacun des rappels iv. Les 
anticorps diriges contre la 0-galactosidase ont ete 
detectes par un test ELISA a partir de serums d' animaux 
immunises avec le r-BCG f exprimant la 0-galactosidase 
(figure 3). Une augmentation de la reponse en anticorps 
a ete observee apres les differents rappels. Les 
r6sultats apparaissent sur la figure 11. Une 
augmentation importante du taux d 1 anticorps est 
observee apres le premier puis le deuxieme rappel. Un 
troisieme rappel ne provoque pas d» augment a iton du taux 
d 1 anticorps. Les anticorps diriges contre la p- 
galactosidase sont detectes dans les serums d r animaux 
immunises avec du BCG non recombinant. Cette reponse 
est beaucoup plus faible que la reponse induite par r- 
BCG xprimant la 0-galactosidase et peut etre due k une 
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activation polyclonale par le BCG. Aucun anticorps n f a 
et6 d^tecte chez les souris non immunisees. Ces 
resultats demontrent que la reponse humorale peut £tre 
declenchee par le r-BCG exprimant un antigene etranger 
(h6t6rologue) sous le controle de pan. La fl- 
galactosidase a 6t6 choisie comme systeme modele mais 
elle peut etre remplacee par tout type d» antigene 
int£ressant a des fins de vaccination. 

Stabilite in vivo des dif ferentes souches de r-BCG 

Les bacilles de BCG ont et6 recuper6s a partir 
d^omogenats de rate deux mois apr6s 1 ■ inoculation i.v. 
Le tableau II montre que les differents clones r-BCG 
utilisees dans cette etude ont un comportement 
similaire a celui de la souche de BCG non recombinant. 
Aprfes etalement des souches r-BCG sur des milieux 
contenant de la kanamycine et X-gal 2,0. 10 5 CFU bleues 
ont et6 obtenus par comparaison avec 7,4. 10 5 CFU apres 
culture dans un milieu en l v absence de selection par la 
kanamycine. Done envion 27% de la population r-BCG est 
stable apres deux mois de croissance in vivo . Cette 
proportion doit permettre la multiplication et la 
persistance du BCG dans les macrophages de l'organe 
cible , qui sont requises pour une stimulation 
immunogene a long terme. 

Conclusion 

Les resultats presentes ici demontrent que les 
souches de r-BCG hebergeant des plasmides codant pour 
APH3 1 sous sa propre region de controle et la 0- 
galactosidase sous le controle de pan peuvent 
d'clencher des reponses immunitaires cellulaire et 
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humorale, specif iques de ces antigenes, chez la sour is. 
Ces antigenes polypeptidiques sont localises dans le 
cytoplasme de r-BCG • Comme on l*a d6ja decrit pour le 
BCG, les derives de r-BCG doivent se multiplier a 
l 1 inter ieur des macrophages et presenter les peptides 
de la £-galactosidase en association avec les molecules 
du CMH . Ceci conduit a la reconnaissance par les 
lymphocytes T qui repondent en prolif6rant. Les 
cellules LN ont montr6 une forte proliferation en 
reponse a une stimulation in vitro . Les cellules T CD4+ 
et CD8+ se sont aver£es impliqu&es dans la reponse 
proliferative avec un pourcentage de 70% de cellules 
CD4+ et 30% de cellules CD8+. La production d'inferon- 
gama suggere un rdle efficace du sous-groupe de 
cellules TH1. Ces cellules sont responsables de 
1* activation des macrophages requise pour l 1 elimination 
des agents pathogenes intracellulaires . Les titres en 
anticorps trouves suggerent egalement la cooperation du 
sous-groupe de cellules T designe par TH2 qui joue un 
role dans l f induction des reponses humorales. 

Le fait que 27% de ces souches r-BCG sont 
recuperees sans rearrangement majeur, apres deux mois 
de croissance in vivo chez les souris suggere qu'elles 
vont permettre l 1 induction d'une reponse immune a 
memo ire. Le clonage ulterieur des antigenes sur le 
chromosome en utilisant differentes methodologies 
telles que la transposition, la recombinaison 
homologue, 1 1 integration mddiee par un phage ou un 
plasmide permettront la construction de souches de r- 
BCG ayant une stab i lite encore plus satisfaisante et 
induisant des reponses immunes plus persist antes a long 
terme dues a une stimulation continue. 
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Tableau II 



Stability in vivo 

BC6 CPU's recuper6 a 
moelle osseuse murine, 2 
avec 10 7 CPU 



de r-BCG (+ pAM320) 

partir d'bomog&iats de 

mois apres 1 * inoculation IV 

Kan-Kan amycine 



1 

r-BCG (+pAM320) | 
Clone | 


1 

Milieu de Culture | 
7H11 | 


Hilieu de Culture 
7H11 + Kan + X-gal 


39.3 | 


759000 | 


199000 


39.4 | 


720000 | 


194000 


BC6 1137P2 | 
» 


740000 | 
1 


0 
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Tableau III 



Activite 0-galactosidase ( unite s/mg*) 
Organisms hote recombinant 



Plasmide 


1 * - 1 
1 M. smegraatis 


E.coli 


pRR3 


1 o 


N.O 


pAH320 


1 250 | 


5-7 


pWR32 


I 250 | 


350 


PWR33 


| 350 | 


2500 



Poids sec, deduit a partir de la density optique a 
600 nm (1 mg [poids sec] par ml = 3,7 unites de 
densite optique a 600 nm) 
N«D = non donne 
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REVINDICATIONS 

1. Sequence nucleotidique susceptible de permettre 
1' expression dans un hote cellulaire d»un enchainement 
nucleotidique donne, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence I choisie parmi : 

a) la sequence suivante ou toute partie de cette 
sequence susceptible d'intervenir dans 
1» expression d'un acide nucl^ique qui serait plac6 
sous son contrdle, 
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GAT CCC GTG ACA AGG CCG AAG AGC 

CCG AGT GTG AGC AGA CCC CCT GGT 

(-10) +1 
CAG CCG CCA TAC ACT TCG CTT CAT 

AGA AGG AGA TTC TCA ATG ACG TTG 
SD 

GGG GTG GTA GAC AGC GTG GTC GCG 
GCG GCG GCG GGC CAG GGC GAG GAC 
GGT GCG TTT TCG GTC GTA GTA GGT 
GCT GAC CAA GGC CGA CAG GTA GCA 
GCG TCG GGG GCG TTT GAG GTT TCC 
TAC CGG CGC CAG GCC GGC GAC GCC 
TGC GGC CAT GTC CCC GCC GGT GGC 
GAC GCC GAA TCC GGG CAT GCT CAG 
GCG AAA TCG CTC CTC GAT CAT CGC 
GAG GGC CAT CAC CTC CTT GGC CAG 
TTG TTG GCC GGG CAC GAT GCT GTG 
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CCG CGA CCG TGC GGT CGT CGA CGA 

(-35) 

GAA GGG TGA ATC GAC AGG TAC ACA 
GCC CTT ACG GGG GGC GGC CAA CCC 
TCA AGC CGC CGC GGT AGT GGT TGC 
CAG CAT GGC CCA CAG GAC GTT GAG 
GGC TTG GGT GTG GCG TTT TCC TTC 
GCG CGA GGA GGG GTC GGT GCG GAT 
GGC GCG CAG CAG GCG CCG GTC GTA 
GCT GAT GCG GCC GGA ATC TCG TGG 
GGC GAG GCG GTC GGC GGA GGC GAA 
GGC GAG GAA CTC AGC GCC CAG GAT 
GAT GAT TTC GGC GTG GCG GTG GCG 
GTC GGT GTC GCC GAT TTC GGT GTC 
GCG GGC CAC CAC AGT GGC CGC CAG 
TTG GGC GTT AGC GGC CTG CA 
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b) une sequence hybridant avec la sequence 

complementaire de la sequence a) . 
2o Sequence nucleotidique selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence II 
choisie parmi : 

a) la sequence nucleotidique suivante ou toute partie 
de cette sequence contenant le site d 1 initiation 
de la transcription (position +l) et des elements 
necessaires a la reconnaissance et a la fixation 
des ARN polymerases d'un hote cellulaire determine 
qui serait trans forme par cette sequence, ces 
elements comprenant en particulier les sequences 
[TAG ACT] en position -10 par rapport au site 
d 1 initiation de transcription et [TC GAC A] en 
position -35 par rapport a ce site : 

GAT CCC GTG ACA AGG CCG AAG AGC CCG CGA CCG TGC GGT CGT 

CGA CGA CCG AGT GTG AGC AGA CCC CCT GGT GAA GGG TGA ATC 

+1 

GAC AGG TAC ACA CAG CCG CCA TAC ACT TCG CTT CAT GCC CTT 
ACG GGG GGC GGC CAA CCC AGA AGG AGA TTC TCA 

b) une sequence hybridant avec la sequence 
complementaire de la sequence a) . 

3. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, susceptible de permettre 
1 1 expression dans un hote cellulaire d'un enchainement 
nucleotidique donne , caracterisee en ce qu 1 elle 
comprend vine sequence III choisie parmi : 

a) la sequence nucleotidique suivante : 

TC GAC AGG TAC ACA CAG CCG CCA TAC ACT TCG CTT CA 

b) une sequence hybridant avec la sequence 
complementaire de la sequ nee a) , 
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c) toute partie de cette sequenc intervenant dans 
I'activite de transcription d'un acide nucl'ique. 

4. Sequence nucleotidique selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, caracterisee en ce qu'au moins la 
sequence comprise entre les positions +2 et +41 par 
rapport au site d 1 initiation de transcription, est 
remplacee pour tout ou partie, par une sequence exogene 
par rapport a la sequence presente naturellement en 
aval de la sequence III selon la revendication 3, cette 
sequence exogene comport ant une sequence de Shine 
Dalgarno * 

5. Sequence nucleotidique recombinante, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une sequence nucleotidique selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 4 et au moins 
une sequence d v acide nucleique, dont on souhaite 
obtenir le clonage et/ou 1» expression dans un hote 
cellulaire determine, sous le controle de ce promoteur. 
6 • Sequence recombinante selon la revendication 5 , 
caract6ris6e en ce qu'au moins une sequence d* acide 
nucleique a exprimer, plac£e sous le controle de la 
sequence nucleotidique selon l'une quelconque des 
revendications la 4, code pour un peptide ou un 
polypeptide immunogene ou susceptible d'etre rendu 
immunogene . 

7. Sequence recombinante selon I 1 une quelconque des 
revendications 5 ou 6, caracterisee en ce que la 
sequence d 1 acide nucleique a expriner code pour un 
peptide ou un polypeptide d'un retrovirus HIV, par 
exemple un peptide ou un polypeptide d'enveloppe, ou un 
peptide ou un polypeptide Nef, de HIV-1 ou de HIV-2. 

8. Sequence recombinante selon l'une quelconque des 
revendications 5 ou 6, caracterisee en ce que la 
sequence d 1 acide nucleique k exprimer est une sequence 
codante de mycobacterie, de pr£f£rence une sequence 
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codant pour des prot6ines impliquees dans la virulence 
ou des antig&nes k potent iel protecteur. 

9. Sequence recombinante selon l'me quelconque des 
revendications 5 k 8, caracterisee en ce que la 
sequence d'acide nucleique k exprimer code pour un ou 
plusleurs epitopes determines. 

10. Sequence nucleotidique recombinante selon l'une 
quelconque des revendications 5 k 9, caracterisee en ce 
que la sequence nucleotidique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 4 est placee en phase, en amont 
de la sequence d'acide nucleique a exprimer. 

11. Sequence nucleotidique recombinante selon l'une 
quelconque des revendications 5 a 10, caracterisee en 
ce que la sequence nucleotidique selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 4 et la ou les sequence (s) 
d'acide nucleique a exprimer constituent un operon de 
fusion. 

12. Sequence nucleotidique recombinante selon l'une 
quelconque des revendications 5 a 10, caracterisee en 
ce que le promoteur et la ou les sequence (s) d'acide 
nucleique a exprimer constituent un gene de fusion. 

13. Utilisation d'une sequence selon l'une quelconque 
des revendications 1 & 4 pour le clonage et/ou 
1' expression de sequences d'acide nucleique, dans un 
hote cellulaire different de Mptb , en particulier chez 
des Actinomycetes et notamment chez M. bovis par 
exemple chez la souche avirulente BCG, chez des 
bacteries Gram-negatives telles que E.coli ou chez des 
bacteries Gram-positives telles que B. subtil is . 

14. Vecteur de clonage et/ou d 1 expression, de type 
integratif ou de type replicatif, caracterise en ce 
qu'il comprend, en un site non essentiel respect ivement 
pour son integration ou pour sa replication, une 
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sequence nucleotidique selon l f un quelconque des 
revendications 1 a 4, 

15. Vecteur de clonage et/ou d v expression, de type 
int6gratif ou de type r6plicatif, caracterise en ce 
qu'il est modifie en un site non essentiel 
respectivement pour son integration ou pour sa 
replication, par une sequence nucleotidique 
recombinante selon l'une quelconque des revendications 
5 a 12. 

16. Vecteur selon la revendication 15, caract6ris6 en 
ce qu'il comporte en outre une partie de la sequence de 
Mptb designee par 0RF2 , en aval de la sequence 
nucleotidique selon l'une quelconque des revendications 
1 a 4. 

17. Vecteur selon l'une quelconque des revendications 
14 a 16, caracterise en ce qu'il s'agit d'un plasmide, 
d'un transposon ou d'un phage. 

18. Vecteur selon la revendication 17, caracterise en 
ce qu'il est contenu dans la souche E.coli contenant le 
fragment de 716pb ( Pst l/ BamH I) clone dans le vecteur 
pUC18, d^posee a la Collection Nationale des 
Microorganismes, le 23 Octobre 1991 sous le n* 1-1157. 

19. Vecteur selon l'une quelconque des revendications 
14 a 18, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique selon l'une quelconque des revendications 
1 a 4 est en amont de la ou des sequence (s) d'acide 
nucleique qu'il controle. 

20. Vecteur selon l'une quelconque des revendications 
14 a 18, caracterise en ce que la sequence 
nucleotidique selon l'une quelconque des revendications 
1 a 4 est en aval de la ou des sequence (s) d'acide 
nucleique qu'il controle. 
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21. Vecteur selon l f une quelconque des revendications 
14 a 20, caracterise en ce qu'il comporte un marqueur 
d 1 express ion. 

22. Vecteur selon 1'une quelconque des revendications 
14 & 21, caracterise en ce qu'il comprend en outre des 
616ments de regulation de 1' expression dans un hote 
cellulaire donne de la ou des sequence (s) d'acide 
nucleique qu'il contient. 

23. Hote cellulaire recombinant, caracterise en ce 
qu'il est transforme par une sequence nucl^otidique 
recombinante selon l'une quelconque des revendications 
5 k 12 ou par un vecteur selon l'une quelconque des 
revendications 14 a 22, dans des conditions permettant 
l 1 expression de la (des) sequence (s) d'acide nucleique 
contenue (s) dans la sequence recombinante ou dans le 
vecteur. 

24. Hdte cellulaire recombinant selon la revendication 
23, caracterise en ce qu f il permet 1" exposition a sa 
surface, voire 1 Exportation, la secretion ou 
I 1 excretion du produit d 1 expression de la (des) 
sequence (s) d»acide nucleique qu»il contient. 

25. Hote cellulaire recombinant selon l'une quelconque 
des revendications 23 ou 24, caracterise en ce qu'il 
s«agit d'une souche d^ctinomycete, de preference une 
souche avirulente de M. bovis telle que la souche BCG. 

26. Hdte cellulaire recombinant selon l f une quelconque 
des revendications 23 ou 24, caracterise en ce qu'il 
s'agit d f une bacterie a Gram-negatif , par exemple 
E.coli . 

27. Hote cellulaire recombinant selon l'une quelconque 
des revendications 23 ou 24, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'une bact6rie a Gram-positif telle que B. 
subtilis ou Streptomvces . 
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28. Composition immunogene, caracterisee en ce qu'elle 
comprend un hot cellulaire recombinant selon l f une 
quelconque des revendications 23 a 24 en quantity 
suffisante pour declencher la production d'anticorps ou 
contribuer a la production d'anticorps de pr6f6rence 
protecteurs chez un hote animal ou humain auquel elle 
est administr6e et/ou d'une reponse immunitaire 
cellulaire, en particulier une reponse CTL. 



BNSDOCID: <FR 2682987A1> 



2682967 




BNSDOCID:<FR 2682967A1> 



2682967 

2/15 



1 



GAT 


CCC 


GTG 


ACA 


AGG 


CCG 


AAG 


AGC 


CCG 


CGA CCG 


TGC 


GGT 


CGT 


CGA 


CGA 






















(-35) 








CCG 


AGT 


GTG 


AGC 


AGA 


CCC 


CCT 


GGT 


GAA 


GGG TGA 


ATC 


GAC 






ALA 


101 




(-10) 






+1 
















CAG 


CCG 


CCA 


TAC 


ACT 


TCG 


CTT 


CAT 


GCC 


CTT ACG 


GGG 


GGC 


GGC 


CAA 


CCC 


AGA 


AGG 


AGA 


TTC 


TCA 


ATG 


ACG 


TTG 


TCA 


AGC CGC 


CGC 


GGT 


rri 

AGT 


GGT 


TGC 




SD 








Met 


Tnr 


Leu 


Ser 


Ser Arg Arg 


Gly 


Ser 


Gly 


Cys 






201 


























GGG 


GTG 


GTA 


GAC 


AGC 


GTG 


GTC 


GCG 


CAG 


CAT GGC 


CCA 


CAG 


GAC 


GTT 


GAG 


Gly 


Val 


Val 


Asp 


Ser 


Val 


Val 


Ala 


Gin 


His Gly Pro 


Gin 


Asp 


Val 


GlU 


GCG 


GCG 


GCG 


GGC 


CAG 


GGC 


GAG 


GAC 


GGC 


TTG GGT 


GTG 


GCG 


TTT 


TCC 




Ala 


Ala 


Ala 


Gly Gin 


Gly 


Glu 


Asp 


Gly 


Leu Gly Val Ala 


Pne 


Ser 


Pne 








301 






















GGT 


GCG 


TTT 


TCG 


GTC 


GTA 


GTA 


GGT 


GCG 


CGA GGA 


GGG 


GTC 


GGT 


GCG 


GAT 


Gly 


Ala 


Phe 


Ser 


Val 


Val 


Val 


Gly Ala 


Arg Gly 


Gly Val 


Gly 


Ala 


Asp 


GCT 


GAC 


CAA 


GGC 


CGA 


CAG 


GTA 


GCA 


GGC 


GCG CAG 


CAG 


GCG 


CCG 


GTC 


GTA 


Ala 


Asp 


Gln^ 


Gly 


Arg 


Gin 


Val 


Ala 


Gly 


Ala Gin 


Gin 


Ala 


Pro 


Val 


Val 








401 




















GCG 


TCG 


GGG 


GCG 


TTT 


GAG 


GTT 


TCC 


GCT 


GAT GCG 


GCC 


GGA 


ATC 


TCG 


TGG 


Ala 


Ser 


Gly 


Ala 


Pha 


Glu 


Val 


Ser 


Ala 


Asp Ala Ala 


Gly 


lie 


Ser 


Trp 


TAC 


CGG 


CGC 


CAG 


GCC 


GGC 


GAC 


GCC 


GGC 


GAG GCG 


GTC 


GGC 


GGA 


GGC 


GAA 


Tyr 


Arg 


Arg 


Gin 


Ala 


Gly Asp 


Ala 


Gly 


Glu Ala 


Val 


Gly 


Gly 


Gly 


Glu 














501 


















TGC 


GGC 


CAT 


GTC 


CCC 


GCC 


GGT 


GGC 


GGC 


GAG GAA 


CTC 


AGC 


GCC 


CAG 


GAT 


Cys 


Gly 


His 


Val 


Pro 


ALa Gly 


Gly 


Gly 


Glu Glu 


Leu 


Ser 


Ala 


Gin 


Asp 


GAC 


GCC 


GAA 


TCC 


GGG 


CAT 


GCT 


CAG 


GAT 


GAT TTC 


GGC 


GTG 


GCG 


GTG 


GCG 


Asp 


Ala 


Glu 


Ser 


Gly 


His 


Ala 


Gin 


Asp 


Asp Phe 


Gly Val 


Ala 


Val 


Ala 
















601 














GCG 


AAA 


TCG 


CTC 


CTC 


GAT 


CAT 


CGC 


GTC 


GGT GTC 


GCC 


GAT 


TTC 


GGT 


GTC 


Ala 


Lys 


Ser 


Leu 


Leu 


Asp 


His 


Arg Val 


Gly Val 


Ala 


Asp 


Phe 


Gly 


Val 


GAG 


GGC 


CAT 


CAC 


CTC 


CTT 


GGC 


CAG 


GCG 


GGC CAC 


CAC 


AGT 


GGC 


CGC 


CAG 


Glu 


Gly 


His! 


His 


Leu 


Leu 


Gly 


Gin 


Ala 


Gly His 


His 


Ser 


Gly 


Arg 


Gin 
















701 






716 




TTG 


TTG 


GCC 


GGG 


CAC 


GAT 


GCT 


GTG 


TTG 


GGC GTT 


AGC 


GGC 


CTG 


CA 




Leu 


Leu 


Ala 


Gly 


His 


Asp Ala 


Val 


Leu Gly Val 


Ser 


Gly 


Leu 







FIGURE 2 



BNSDOCID: <FR 2682967A1> 



3/15 



2682967 




r-BCG r-BCG BOG non immunized 

+ pAM 320 + pRR3 1 1 73P2 



FIGURE 3 



BNSOOCID: <FR 2682987A1* 



2682967 



4/1 15 




BNSDOCID: <FR 2682967A1> 



2682967 



5/15 




FIGURE 5 (a) 
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FIGURE 5 (b) 
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FIGURE 6 (a) 
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